新規抗がん剤候補としてのレクザイムを用いた悪性中皮腫細胞に対する多剤併用効果の検討 by 佐藤 稔之 et al.
東北医科薬科大学研究誌，64，65−76（2017） 65
Journal of Tohoku Medical and Pharmaceutical university，64，65−76（2017）
緒　　　　　論
悪性中皮腫は，難治性の高悪性度腫瘍であり，
悪性中皮腫患者の約 70～80％において，アスベス
ト暴露歴が報告されている．1-5）化学療法では，葉
酸代謝拮抗薬の pemetrexed と，白金製剤である
cisplatin の併用レジメンが，cisplatin 単剤と比較し
て生存期間を有意に延長することが報告され（12.1
カ月対 9.3 カ月，P＝0.02），6）米国では 2004 年 2 月
に，日本では 2007 年 1 月にそれぞれ悪性中皮腫の
標準レジメンとして承認された．しかし，このが
んは，多くの化学療法剤に対して高い抵抗性を示
し，放射線療法や手術療法に対しても抵抗性を示
す．6,7）さらに，pemetrexed＋cisplatin 併用療法を
行った患者のほとんどで，1 年以内にがんの増悪ま
たは再発，8,9）あるいは薬剤耐性を生じることが明
らかになっている．10）薬剤耐性の詳細なメカニズ
ムはいまだ不明な点も多いが，pemetrexed の主要
な標的分子であるチミジル酸シンターゼ（TS）10-12）
や，多剤耐性に関与する aBCC ファミリータンパ
ク質 13-15）の発現増加が耐性獲得の原因となってい
ることが報告されている．近年では，非臨床試験
あるいは臨床試験で，上皮成長因子受容体チロシ
ンキナーゼ阻害薬（EgFr-TKIs）や抗体医薬品の
単独または併用療法が悪性中皮腫に効果を示すこ
とが報告されており，1,16-20）また，切除不能例に対
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Malignant mesothelioma is one of the aggressive cancer that results most commonly from exposure to asbestos.
Treatment options of this cancer are limited even in the case of chemotherapy. Moreover, mesothelioma often
becomes resistant to pemetrexed and cisplatin, the key drugs for the mesothelioma treatment. Sialic acid binding
lectin isolated from rana catesbeiana oocytes（cSBL）shows remarkable anti-tumor eﬀects caused by its
ribonuclease activity in mesothelioma cells and exhibits high synergistic eﬀect with pemetrexed. To ﬁnd more
eﬀective combination regimen of cSBL, we examined currently estimated anti-mesothelioma drugs, TnF-related
apoptosis-inducing ligand（TraIL）and EgF receptor-tyrosine kinase inhibitors（erlotinib, geﬁtinib, and
vandetanib）, by using pemetrexed-resistant cell lines, h28-Pr and h2452-Pr, in vitro. Consequently, the former
showed slightly cross-resistance to geﬁtinib and the latter to cisplatin, cSBL, geﬁtinib, and vandetanib, respectively.
In multiple drugs combination study, pemetrexed＋cSBL and pemetrexed＋cisplatin＋cSBL were higher eﬀective
than the other regimens from the aspects of antiproliferative and synergistic eﬀects. Cleavage of Bid and caspase-
3 protein which is the sign of apoptosis, and both downregulation of p21 and stabilization of cyclin a which is of
cytostatic eﬀects, were detected dependent on the drugs used in the combination treatments. according to these
results, we estimated that pemetrexed＋cSBL＋TraIL combination showed strong synergy by playing the role
without any interference and may serve as a rational regimen with the object of anti-proliferative mechanism. In
conclusion, our results indicated that cSBL-containing combination treatments show promise for the treatment of
malignant mesothelioma.
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する pemetrexed + cisplatin + bevacizumab 3 剤併
用療法などが期待を集めているが，19）いまだ悪性
中皮腫に対し，安定で高い治療効果を発揮する薬
剤の選択は困難であり，新たな治療薬の開発が望
まれている．
ウシガエル卵由来シアル酸結合性レクチン（Sialic
acid binding lectin isolated from rana catesbeiana
oocytes, cSBL）は，レクチン活性，21,22）リボヌクレ
アーゼ（rnase）活性，23）および抗腫瘍活性 22）を
併せ持つ多機能性タンパク質であることから“レク
ザイム”とも呼ばれている．cSBL は，rna を標的
としたこれまでにない抗腫瘍メカニズムを介するこ
とから，新規がん治療薬の候補になり得ると考えら
れている．これまでに，悪性中皮腫を含む多くのが
ん細胞株に対し，アポトーシス誘導を介した細胞傷
害作用を示すことが報告されている．24）さらに，in
vitro において，悪性中皮腫細胞株に対して細胞傷
害作用が認められている腫瘍壊死因子関連アポトー
シス誘発リガンド（TraIL）24）あるいは悪性中皮
腫治療のキードラッグである pemetrexed 25）との併
用で，また，肝細胞がんに対しては免疫調節作用を
持つインターフェロンγ（IFn-γ）26）との併用で，
cSBL はいずれも高い相乗性をもつ細胞傷害作用を
示すことが報告されている．
今回，新しい悪性中皮腫治療薬の候補として
cSBL，TraIL および EgFr-TKIs（erlotinib，
geﬁtinib，vandetanib）に着目し，それらの有効性
を検討した．また，臨床で治療を行う際の障壁の
一つとなる pemetrexed 耐性に着目し，この薬物に
対する耐性細胞を新規に樹立，または入手し，耐
性化した細胞に対する各薬剤の効果について確認
した．さらに，2 剤あるいは 3 剤併用時の細胞増殖
抑制効果および併用効果についても検討を行い，
相乗性・作用機序の観点から合理的な多剤併用に
関する考察を行った． 
実験材料および実験方法
１．細胞培養
悪性中皮腫細胞株 nCI-h28（h28）（肉腫性），
nCI-h2452（h2452）（上皮性）および不死化非悪性
中皮細胞株 MeT5a は，american Type Cell
Culture Collection より購入した．Pemetrexed 耐性
h28 細胞株（h28-Pr）は，以下に記載する方法で
樹立したものを用いた．Pemetrexed 耐性 h2452 細
胞（h2452-Pr）は，千葉大学大学院医学研究院先
端化学療法学滝口裕一教授より譲渡されたものを
用いた．h28，h2452 および各耐性細胞は，10% 非
働化牛胎児血清（FBS，Biosera 社製）を含む
rPMI-1640 培地（日水製薬社製）中で培養した．
MeT5a 細胞は，3.3 nM 上皮成長因子（EgF），
400 nM ヒドロコルチゾン，870 nM インスリン，
20 mM hEPES，10% FBS を含む Medium 199 with
Earles balanced salt sodium（75 mM L-glutamine，
1.25 g/L 炭酸水素ナトリウムを含む，Sigma 社製）
を用いて培養した．いずれの細胞も培地に 100
u/mL ペニシリン g，100μg/mL ストレプトマイシ
ンを加え，37℃，飽湿，5% Co2 条件下で培養した．
２．材料
今回用いた cSBL はすべて大腸菌発現系を用い
たリコンビナント体であり，既報 27）に従い作成，
精製したものを用いた．表記はすべて cSBL とし
た．Pemetrexed disodium salt heptahydrate は LC
Laboratories より，cisplatin および erlotinib
hydrochloride は和光純薬工業より，geﬁtinib およ
び vandetanib は SYnkinase より購入した．抗
caspase-3 抗体，抗 Bid 抗体，抗 p21 抗体（12D1），
horseradish peroxidase（hrP）標識抗マウス Igg
抗体および hrP 標識抗ラビット Igg 抗体は Cell
Signaling Technology より，抗 cyclin a 抗体（h-
432）は Santa Cruz Biotechnology より，抗β-actin
抗体は Sigma-aldrich より購入したものを用いた．
３．Pemetrexed耐性 H28細胞株の樹立
6-well plate に h28 細胞を 1×105 cells/well にな
るように播種し，pemetrexed を加え 72 時間培養
した．その後，培地および pemetrexed を除去，細
胞表面を洗浄し，新鮮な培地を加え薬剤耐性化し
た細胞を含むコロニーが得られるまで，さらに
10−14 日培養した．その後，このコロニーを回収
し，pemetrexed の濃度を段階的に増加させた．こ
の操作は約 12 カ月継続して行い，pemetrexed の
濃度を 0.1μg/mL より開始，漸増し，終濃度は
h28 細胞の 50% 致死濃度（IC50）に相当する
7.0μg/mL とした．
４．細胞生存率の測定
細胞生存率は，wST-8 法を用いて決定した．各
細胞を 96-well plate に 5×103 cells/well になるよう
に播種し，各薬剤を以下の濃度域で培地中に加え，
72 時間培養した．Pemetrexed，1 nM−10 mM；
cisplatin，1 nM−100μM；cSBL，1 nM−30μM；
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TraIL， 1 pg/mL−100 ng/mL； erlotinib，
10 nM−100μM；geﬁtinib，10 nM−50μM；
vandetanib，10 nM−100μM．その後，培地中に
Cell Count reagent SF（ナカライテスク社製）を
10μL ずつ加え，37℃，5% Co2 下でさらに 1−2 時
間培養した．Inﬁnite™ 200 Pro および i-control™
software（Tecan Japan 社製）を用い，450 nM お
よ び 600 nM の 吸 光 度 を 測 定 し た ． IC50 は
graphPad Prism 5.0 software を用いて算出した．
５．薬剤の併用効果の検討
薬剤併用時の生存率への影響は，wST-8 法を用
いて検討した．細胞は h28 細胞を用い，96-well
plate に 5×103 cells/well になるように播種し，72
時 間 培 養 後 に 吸 光 度 を 測 定 し た ． 薬 剤 は
pemetrexed，cisplatin，cSBL，TraIL および
erlotinib より任意の 2 種あるいは 3 種を同時に処
理した．濃度は 2 剤処理時は IC50 を基に処理濃度
比を固定したものを，また，3 剤処理時は IC50 よ
り算出した IC20（graphPad QuickCalcs: ECanything
from EC50 を用いて算出）を基に処理濃度比を固定
したものを用いた．各併用時の処理濃度比は以下
の通りである: pemetrexed＋cisplatin（1：1），
pemetrexed＋erlotinib（ 1： 1.5）， cSBL＋
pemetrexed（1：20），cSBL＋erlotinib（1：30），
cSBL＋TraIL（1：5），pemetrexed＋cisplatin＋
cSBL（0.03：4：0.03），pemetrexed＋cisplatin＋
TraIL（0.03：4：1.3），pemetrexed＋cisplatin＋
erlotinib（0.03：4：5.6），pemetrexed＋cSBL＋
TraIL（0.03：0.03：3.1）．併用効果の指標である
Combination Index（CI）と併用時の薬物用量の減
少効果の指標である Dose reduction Index（DrI）
の算出を既報 28）を参考に CompuSyn software
（ComboSyn 社製）を用いて行った．CI および DrI
の算出は以下の計算式により行った．CI＝（Dx, comb）
a/（Dx, alone）a+（Dx, comb）b/（Dx, alone）b＋…，DrI＝（Dx,
alone）a/（Dx, comb）a．それぞれの計算式において，Dx,
comb，Dx, alone は，生存率を x% 低下させる濃度を，
a，b，… は 併 用 に 用 い た 薬 剤 （薬 剤 a，薬 剤
b，…）を表している．CI＞1，＝1，および ＜1 の
場合，薬剤の併用がそれぞれ拮抗的，相加的，およ
び相乗的であることを示している．DrI＞1，＝1，
および ＜1 の場合，薬物用量の減少効果が良好，全
くない，および不良であることを示している．
６．ウェスタンブロット法
60 mm dish に h28 および h28-Pr 細胞を 2×105
cells/well になるように播種し，pemetrexed，
cisplatin，cSBL，TraIL および erlotinib を終濃度
がそれぞれ 30 nM，4μM，30 nM，1.3 ng/mL およ
び 5.6μM となるように加えた．48 時間後に細胞を
回収し，1 tablet/10 mL complete Mini，EDTa-
free Protease Inhibitor Cocktail（roche applied
Science 社 製 ）， 1 tablet/10 mL PhosSToP
Phosphatase Inhibitor Cocktail（roche applied
Science 社製）を加えた抽出バッファー（150 mM
naCl，10 mM Tris-hCl［ph 7.4］，5 mM EDTa，
1% nonidet P-40，0.1% デオキシコール酸 na，
0.1% ドデシル硫酸ナトリウム［SDS］）を用いて，
whole cell lysate を作製した．可溶性タンパク質を
回収し，BCa Protein assay Kit（Thermo Fisher
Scientiﬁc 社製）を用いて，タンパク質濃度を測定
した．タンパク質は，14% SDS-PagE により分離
を行い，Immobilon-P Transfer Membrane（Merck
Millipore 社製）に転写した．転写膜に対し，Can
get Signal（東洋紡社製）で希釈した一次，二次抗
体をそれぞれ処理した．目的タンパク質は ECL
Prime western Blotting Detection reagent（gE
healthcare 社製）を用いて検出した． 
結　　　　　果
１．cSBL，TRAILおよび EGFR-TKIsは悪性中皮
腫細胞に高い選択性を示す
まず始めに，悪性中皮腫の治療薬として承認され
ている pemetrexed，cisplatin と cSBL，TraIL お
よび EgFr-TKIs（erlotinib，geﬁtinib，vandetanib）
の細胞増殖抑制効果を，wST-8 法により測定した．
Fig. 1 に示すように，いずれの薬剤もがん細胞 h28
および h2452 に対して増殖抑制効果を示すが，
cSBL，TraIL および EgFr-TKIs は MeT5a に対
し今回用いた最大濃度でも 50% 前後の生存率を維
持しており，正常細胞に対する抑制効果が低いこ
とが示された．また，cSBL および EgFr-TKIs は
細胞株の違いによる増殖抑制効果にほとんど差が
なく，がん細胞選択性が高いことが示されたが，
一方で pemetrexed，cisplatin および TraIL の
h2452 細胞に対する作用は，h28 細胞と比較して
低いことが明らかとなった．
２．Pemetrexed耐性株は一部の薬剤に交叉耐性を
示す
次に，現在化学療法を行う上で問題となってい
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る pemetrexed 耐性株に対する各薬剤の効果を，
h28-Pr および h2452-Pr を用いて比較した．その
結果を Fig. 2 に示す．どちらの耐性株も親株と比
較すると，pemetrexed に対して耐性を示し，その
耐性度（resistance rate: rr）は，それぞれ h28-
Pr が 4.99，h2452-Pr が 3.97 となった（Table 1）．
他の薬剤に対する感受性は，細胞株ごとに異なる
が，h28-Pr は cisplatin および cSBL に対しては親
株と比べて感受性が増加し，TraIL，erlotinib お
よび vandetanib への感受性は親株とほとんど変わ
らず，geﬁtinib に対してはわずかに感受性が低下す
ることが明らかになった．一方，h2452-Pr は
cisplatin，cSBL，geﬁtinib および vandetanib に対
して交叉耐性を示すが，erlotinib および TraIL に
対しては交叉耐性を示さず，特に TraIL に著しく
高い感受性を示した．
３．cSBL＋pemetrexedは耐性細胞株に対しても
高い相乗性を示す
次に，他剤に対する交叉耐性がほとんど見られ
なかった h28-Pr と親株の h28 細胞を用いて，2 剤
併用時の併用効果について検討した．EgFr-TKIs
は 細 胞 株 に よ る 効 果 の 差 が 最 も 小 さ か っ た
erlotinib を用いた．Pemetrexed を含む併用では，
いずれの組み合わせでも h28 および h28-Pr で用
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Fig. 1.  Dose-response curves in the malignant mesothelioma cell lines h28 and h2452, and the mesothelial cell line MeT5a
treated with pemetrexed, cisplatin, cSBL, TraIL, erlotinib, geﬁtinib or vandetanib. Cells were treated with pemetrexed
（1 nM−10 mM）, cisplatin（1 nM−100μM）, cSBL（1 nM−30μM）, TraIL（10 pg/mL−100 ng/mL）, erlotinib（10
nM−100μM）, geﬁtinib（10 nM−50μM）or vandetanib（10 nM−100μM）for 72 h. The dots and bars represent the
mean and SD, respectively. Dose-response curves are depicted as lines.
Fig. 2.  Dose-response curves in the mesothelioma cell lines h28 and h2452, and their pemetrexed-resistance cell lines
h28-Pr and h2452-Pr treated with pemetrexed, cisplatin, cSBL, TraIL, erlotinib, geﬁtinib or vandetanib. Cells were
treated with pemetrexed（1 nM−10 mM）, cisplatin（1 nM−100μM）, cSBL（1 nM−30μM）, TraIL（1 pg/mL−100
ng/mL）, erlotinib（10 nM−100μM）, geﬁtinib（10 nM−50μM）or vandetanib（10 nM−100μM）for 72 h. The dots
and bars represent the mean and SD, respectively. Dose-response curves are depicted as lines or dotted lines.
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Fig. 3.  Dose-response curves in h28 and h28-Pr cells in dual combination therapy. Cells were treated with pemetrexed＋
cisplatin, pemetrexed＋cSBL, pemetrexed＋erlotinib, cSBL＋erlotinib or cSBL＋TraIL for 72 h. X-axis of upper panels
or lower panels show concentration of pemetrexed or cSBL, respectively. The dots and bars represent the mean and
SD, respectively. Dose-response curves are depicted as lines or dotted lines.
Table 1.  IC50 values（μM）and resistance rate（rr）of drugs in malignant mesothelioma cells.
The 95% conﬁdence intervals for each IC50 value are shown in bottom row. The rr value was calculated as the IC50 value of each agent
in resistance cells divided by the IC50 value in each parent cell line. nD: not determined
Drugs h28 h28-Pr h2452 h2452-Pr MeT5a Target
IC50 13.04 65.03 2658.00 10551.00 TSPemetrexed 5.85 to 29.07 40.00 to 105.7 1925 to 3670 9526 to 11685 nD DhFr
rr 4.99 3.97 graFT
IC50 14.37 5.44 45.02 141.30 8.92Cisplatin 12.32 to 16.76 4.45 to 6.64 41.10 to 49.33 119.4 to 167.3 6.82 to 11.68 Dna
rr 0.38 3.14
IC50 0.49 0.16 1.23 17.32 19.04cSBL 0.40 to 0.60 0.13 to 0.19 1.01 to 1.49 16.12 to 18.61 16.04 to 22.60 rna
rr 0.33 14.10
IC50 2.48 1.73 108.30 0.10 202.10TraIL 2.26 to 2.72 1.57 to 1.90 67.52 to 173.6 0.08 to 0.13 58.95 to 692.6 TraIL-r
rr 0.70 0.0010
IC50 15.88 18.28 20.82 16.60Erlotinib 13.51 to 18.68 16.39 to 20.40 16.13 to 26.87 15.68 to 17.58 nD EgFr
rr 1.15 0.80
IC50 18.38 30.34 19.70 44.85gefitinib 15.71 to 21.51 25.85 to 35.60 16.67 to 23.29 41.24 to 48.77 nD EgFr
rr 1.65 2.28
IC50 13.18 16.20 17.18 41.49 60.95 EgFrVandetanib 11.21 to 15.48 13.63 to 19.27 15.37 to 19.20 37.16 to 46.32 53.31 to 69.68 VEgFr-2/3
rr 1.23 2.42 rET
量−反応曲線が左へシフトし，併用により細胞増
殖抑制効果が高くなることが示された（Fig. 3 上）．
一方で，cSBL との併用では，h28 および h28-Pr
どちらの細胞株でも erlotinib との併用による細胞
増殖抑制効果の増強はほとんど見られず，TraIL
との併用でも，低濃度側では増殖抑制効果の増強
は起こらないことが示された（Fig. 3 下）．また，
これらの薬剤の組み合わせにおける Combination
Index を算出したものを Fig. 4 に示した．この結果
から，pemetrexed＋cisplatin（PC）および cSBL＋
pemetrexed（SP）が高い相乗性を示す組み合わせで
あることが示された．また，pemetrexed＋erlotinib
（PE）の増殖抑制効果は PC とほとんど変わらない
が相乗性は低いこと，cSBL＋erlotinib（SE）は増殖
抑制効果も相乗性も低い組み合わせであり，cSBL＋
TraIL（ST）の組み合わせは，濃度ごとの相乗効
果にばらつきが生じることが明らかになった．
４．Pemetrexed，cSBLおよび cisplatinの 3剤併
用は強い細胞増殖抑制効果を示す
現 在 ， 欧 米 諸 国 を 中 心 に ， pemetrexed＋
cisplatin の現行レジメンに TKIs や抗体医薬品を組
み込んだ新規レジメンが承認されるかあるいは治
験が進行している．今回，併用効果を検討した 5
種の薬剤から 3 剤を選び，それぞれの組み合わせ
における併用効果について検討を行った．3 剤併用
レジメンとして，pemetrexed＋cisplatin＋cSBL
（PCS），pemetrexed＋cisplatin＋TraIL（PCT），
pemetrexed＋cisplatin＋erlotinib（PCE）および
pemetrexed＋cSBL＋TraIL（PST）の 4 パターン
での解析を行った．Pemetrexed 単独処理と比較す
ると，いずれの併用パターンでも用量−反応曲線
が大きく左にシフトすることが示された（Fig. 5
左）．また，相乗性に関して解析を行ったところ，
すべての併用で高濃度側でしか相乗性が認められ
なかったものの，PCS が比較的高い相乗性を示し
た（Fig. 5 右）．さらに，ウェスタンブロット法に
より各薬剤の抗腫瘍メカニズムへの関与が報告さ
れているタンパク質（p21，cyclin a，Bid および
cleaved caspase 3）について検討を行った．各タン
パク質については，p21 は cisplatin あるいは
erlotinib 処理により発現が増加し g1 期における停
止に関わること，29,30）cyclin a は pemetrexed 処理
により持続的な活性化が引き起こされ S 期における
細胞周期の停止に関わること，31）Bid は TraIL 処
理により切断が増強されミトコンドリア障害を介し
た細胞死を増強すること，24）caspase 3 は cSBL 単
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Fig. 4.  CI-Fa curves for h28 and h28-Pr cells in dual combination therapy. The drug concentration ratios were as follows:
pemetrexed＋cisplatin（1：1）, pemetrexed＋erlotinib（1：1.5）, cSBL＋pemetrexed（1：20）, cSBL＋erlotinib（1：30）or
cSBL＋TraIL（1：5）．Cells were treated with pemetrexed（10 nM−100μM）, cisplatin（10 nM−100μM）, cSBL（1
nM−10μM）, TraIL（5 pg/mL−50 ng/mL）or erlotinib（15 nM−150μM）for 72 h. CI values less than 1 indicate a
synergistic eﬀect, CI values greater than 1 indicate an antagonistic eﬀect and CI values equal to 1 indicate an additive eﬀect.
独処理あるいは TraIL や pemetrexed との併用時
に断片化しアポトーシスが誘導される 24,25）ことが，
それぞれ報告されている．Fig. 6 に示したように，
単独処理では，cyclin a が pemetrexed，cisplatin
で増加，cSBL，TraIL，erlotinib で減少した．
p21 は pemetrexed で は ほ と ん ど 変 化 せ ず ，
cisplatin，erlotinib で顕著に増加，cSBL，TraIL
で顕著に減少した．Bid は単独処理では顕著な変化
は観察されなかった．Cleaved caspase 3 は，
cSBL，TraIL および erlotinib でわずかに発現が
認められた．併用時には，cyclin a は PCE を除い
た組み合わせでの増加が確認された．p21 は
cisplatin を含む併用で顕著に増加し，反対に PST
では顕著に減少した．Bid は PCE でわずかに，ま
た，PST で顕著に減少した．Cleaved caspase 3
は，単独処理時に比べいずれの処理でも顕著に増
加し，特に PCE で強い活性化が認められた．
５．3剤併用は，pemetrexedの用量を大きく減少
させる
相乗効果をもたらす併用の場合，一定レベルの
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Fig. 5.  Dose-response curves and CI-Fa curves for h28 cells in triple combination therapy. Cells were treated with
pemetrexed＋cisplatin＋cSBL（0.03：4：0.03）, pemetrexed＋cisplatin＋TraIL（0.03：4：1.3）, pemetrexed＋cisplatin＋
erlotinib（0.03：4：5.6）or pemetrexed＋cSBL＋TraIL（0.03：0.03：3.1）．Cells were treated with pemetrexed（3.75
nM−240 nM）, cisplatin（500 nM−32 µM）, cSBL（3.75 nM−240 nM）, TraIL（162.5 pg/mL−10.4 ng/mL）or erlotinib
（700 nM−44.8μM）for 72 h. Left panel shows viability of h28 cell lines. right panel shows CI-Fa curves of each
combination in h28 cell lines. The dots and bars represent the mean and SD, respectively. Dose-response curves are
depicted as lines or dotted lines.
Fig. 6.  western blot analysis of proteins related to anti-tumor activities of each drugs. h28 cells were treated with IC20values of each drug（pemetrexed: 0.03μM, cisplatin: 4μM, cSBL: 0.03μM, TraIL: 1.3 ng/mL and erlotinib: 5.6μM）in
single or triple treatment for 48 h.
効果を得るために必要な各薬剤の用量は，単独処
理時の各薬剤の用量と比較し，著しく減少させる
ことができる．この併用時における薬剤用量減少
効果は DrI を算出することにより評価できる．今
回，既存の併用レジメンである PC と，本研究にお
いて有用性が示唆された cSBL を含む併用レジメ
ン（SP，PCS，PST）における各薬剤の DrI を，
併用時の IC50 に相当する Fa＝0.5 において算出し
た（Table 2）．DrI は，併用によって各薬剤の
Fa＝0.5 を与える用量が，単独処理時と比べ何倍軽
減できるかという尺度を表している．h28 細胞に
おける用量減少効果は，PC で pemetrexed，94.9；
cisplatin，31.7，SP では cSBL，28.5；pemetrexed，
88.2 と算出され，その効果は PC と SP で同程度で
あった．一方で，h28-Pr 細胞において，PC で
pemetrexed，43.7；cisplatin，3.5，SP では cSBL，
5.0；pemetrexed；95.5 となり，PC と比較すると
SP で 2 倍以上 pemetrexed の用量減少効果が期待
できることが示された．また，3 剤併用時はいずれ
の併用においても，各薬剤で 1 以上の DrI が算出
され，良好な減少効果を示した．特に pemetrexed
の用量減少効果は PCS で 893 倍，PST で 1185 倍
となり，PC または SP と比較しても 10 倍以上の高
い用量減少効果が示された．
考　　　　　察
本研究では，cSBL，TraIL および EgFr-TKI
を含む新規悪性中皮腫治療薬候補と，悪性中皮腫
に 対 す る 治 療 薬 と し て 現 在 使 用 さ れ て い る ，
pemetrexed および cisplatin の細胞増殖抑制効果に
ついて比較し，さらに多剤併用効果についても検討
を行った．中皮腫は，組織学的に上皮性，二相性お
よび肉腫性の 3 つのサブタイプに分類される．1,32）
上皮型は非上皮型と比較すると，より予後が良い
ことが報告されている．1,33,34）本研究では，肉腫性
中皮腫細胞株 h28 と上皮性中皮腫細胞株 h2452 お
よびそれぞれの pemetrexed 耐性細胞株を用いた．
その結果，今回用いた新規薬剤は，現行の薬剤と
比較して高いがん細胞選択性を示した（Fig. 1,
Table 1）．化学療法を行う上での問題となっている
pemetrexed 耐性に対しては，細胞種および各薬剤
によって反応性に差異があり，交叉耐性を示すもの
もあったが，pemetrexed 耐性株でより強い細胞増
殖抑制効果を示す薬剤も見られたこと（h28-Pr 細
胞に対する cSBL，h2452-Pr 細胞に対する TraIL
など）（Fig. 2）から，耐性の克服に向けた薬物治療
選択に有用な知見が得られた．また，種々の組み合
わ せ に よ る 2 剤 併 用 効 果 を 検 討 し た と こ ろ ，
pemetrexed＋cisplatin，cSBL＋pemetrexed の 2 種
の組み合わせが高い相乗性を示す一方で，erlotinib
を含む組み合わせでは相乗性が低く，上記 2 種の
組み合わせの有用性が確認できた（Fig. 3, 4）．さ
らに，3 剤併用による細胞増殖抑制効果を観察した
と こ ろ ， 今 回 用 い た 組 み 合 わ せ の 中 で は
pemetrexed＋cisplatin＋cSBL の組み合わせで最も
高い相乗効果が得られた（Fig. 5）．各薬剤の作用
機序に関わるタンパク質の挙動をウェスタンブ
ロット法により観察したところ，既報 25,35）と一致
して pemetrexed が cyclin a の発現を安定化する
一方で，erlotinib がその発現を減少させることや，
cisplatin が p21 の発現を上昇させる一方，cSBL や
TraIL ではその発現を減少させるなど，相反する
作用が確認された．各薬剤の作用機序に着目する
と pemetrexed＋cSBL＋TraIL の組み合わせにお
ける合理性が示唆された（Fig. 6）．また今回，DrI
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Table 2.  CI and DrI values of h28 and h28-Pr cells in dual or triple combination therapy.
The CI and DrI values at Fa＝0.5 were calculated as indicated in methods section. Pemetrexed＋cisplatin;
PC, cSBL＋pemetrexed; SP, Pemetrexed＋cisplatin＋cSBL; PCS, Pemetrexed＋cSBL＋TraIL; PST
Combination regimen CI value DrI valuePemetrexed Cisplatin cSBL TraIL
PC 0.04 94.85 31.67 – –
h28 SP 0.05 88.20 – 28.48 –PCS 0.52 893.01 2.24 14.42 –
PST 1.02 1185.88 – 19.14 1.03
h28-Pr PC 0.31 43.68 3.47 – –SP 0.21 95.50 – 4.98 –
を指標に薬剤用量減少効果を評価した結果，h28
細胞に対する用量減少効果は，PC と SP は同程度
であったが，腎障害などの様々な副作用を生じう
る cisplatin 36）を，正常細胞に対して作用しづらい
cSBL に置換することで，より有害作用の少ない治
療を行える可能性があると考えられる．また，3 剤
併用時にはより高い pemetrexed の用量減少効果が
認められた．さらに，耐性細胞に対しては，PC よ
りも SP で高い DrI が示され，pemetrexed 耐性を
獲得した細胞に対しても，cSBL を含む併用が有効
な治療法となる可能性が示された．
その曝露が悪性中皮腫の要因とされるアスベス
ト繊維は，EgFr への直接的な作用または mrna
レベルでの発現上昇作用により，MaPK や aKT
など EgFr の下流シグナルを活性化することが明
らかになっている．37,38）悪性中皮腫の発生に
EgFr の発現上昇が寄与することも示唆されてお
り，これらのことから EgFr を標的とした治療薬
の開発が検討されている．EgFr-TKI である
erlotinib が EgFr に変異を有する患者を対象に，39）
また，EgFr に対するモノクローナル抗体である
cetuximab と cisplatin または carboplatin および
pemetrexed との 3 剤併用が EgFr タンパク質を過
剰発現している患者を対象として臨床試験 40）が行
われている．一方，geﬁtinib や imatinib と cisplatin
および gemcitabine との併用では，相乗的または相
加的な効果が得られないことが悪性中皮腫 IST-
Mes2 細胞を用いた in vitro の実験で報告されてい
る ． 41） 本 研 究 で は ， 上 記 報 告 と 同 様 に ，
pemetrexed＋erlotinib と cSBL＋erlotinib の 2 剤併
用では有用な併用効果は得られなかった．今回の
結果からは，erlotinib の cyclin a 発現低下作用と
p21 発現増加作用が，pemetrexed と cSBL のそれ
ぞれの作用と相反しており，これらが相乗性を低
下させているものと考えられる．これに対し，
EgFr-TKIs は，EgFr の発現状況や変異状況によ
りその効果に差異があることが知られており，細
胞種によっては有用な治療薬になる可能性がある
ことから，今後，EgFr の表現型を含めたさらな
る検討が必要と考えられる．
TraIL は TnF リガンドファミリーに属し，が
ん細胞選択的に細胞傷害作用を示すタンパク質で，
がん細胞膜上に特異的に発現する Dr4，Dr5 に結
合して，デスレセプター経路によるアポトーシス
を誘導する．いくつかのがんでは TraIL に対する
耐性発現が報告されているものの，TraIL レセプ
タ ー 標 的 薬 の 効 果 を よ り 強 く す る 試 み な ど ，
TraIL を基礎とした治療法の開発が現在も精力的
に行われている．42）我々はこれまでに，TraIL と
cSBL の併用が，悪性中皮腫細胞に対し，Bid 切断
の増強を介したアポトーシスの亢進による相乗的
な細胞傷害作用を示すことを報告している．24）ま
た近年では，TraIL と Murine Double Minute 2
（MDM2）阻害剤 43）やプロテアソーム阻害剤 44）と
の併用によってもアポトーシスが増強されること
が報告され，さらには TraIL＋carboplatin＋
pemetrexed の 3 剤 併 用 が ， carboplatin＋
pemetrexed の 2 剤併用に比べより強い細胞傷害作
用を示すことが in vitro および in vivo で明らかに
なっている．45）本研究では，TraIL を含む 3 剤併
用の組み合わせとして pemetrexed＋cisplatin＋
TraIL および pemetrexed＋cSBL＋TraIL の検討
を行った．その結果，いずれにおいても強い細胞
増殖抑制効果が観察されたが，pemetrexed＋
cSBL＋TraIL の組み合わせで，cyclin a や Bid に
対する作用が相反しないことから，これら 3 剤併
用が有効であると考えられる．
実効性の高い化学療法に向け課題となるのは，
副作用（正常細胞に対する毒性）と薬剤耐性であ
る．多剤併用は異なる作用機序により強い抗腫瘍
効果を誘導し，また，各薬剤の使用量を減らすこ
とで，それらの課題を克服しうる合理的な治療戦
略である．今回試験した cSBL，TraIL および
EgFr-TKIs はいずれも高いがん細胞選択性を示
し，既存の薬剤よりも副作用を低減できる可能性
がある．しかしながら，薬剤耐性に関しては，
TKIs に対して抵抗性を示す悪性中皮腫の事例が報
告されており，それらには EgFr 変異のレアリ
ティ，シグナル伝達に関与するがん抑制遺伝子
PTEn の欠損や EgFr 阻害を代償する MET レセプ
ターの発現および CoX2/PgE2 を介したトランス活
性化，さらには薬剤排出ポンプなどの関与が示唆さ
れている．46-49）また，TraIL に関しては，TraIL
レセプターの変異や発現低下，またはデコイレセプ
ターである Dcr1 および Dcr2 の発現などによる耐
性獲得が種々のがんで確認されている．50,51）cSBL
を含む抗腫瘍性リボヌクレアーゼに対するがん細
胞の耐性獲得に関してはほとんど知見が得られて
いないが，細胞内への取り込み阻害などが関与し
ていることが予測される．52）以上のように，がん
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細胞は各薬剤の作用機序に依存し，発現変異など
を介して薬剤抵抗性を獲得し得るが，合理的な多
剤併用により耐性の克服が期待できる．特に cSBL
は，リボヌクレアーゼ活性により細胞内 rna の切
断をするため，多剤併用時において遺伝子発現を
介した耐性変異を抑制する可能性もある．さらに，
今回の研究からは，耐性細胞株によっては他の薬
剤がより強い細胞増殖抑制効果を示す場合が見い
だされ，現行の薬物療法の課題克服に向け有用な
知見が得られたと考えられる．
現在の悪性中皮腫の新規治療薬開発研究におい
ては，上述の EgFr-TKIs や血管新生を標的とした
bevacizumab の他，FaK を標的とした defactinib
や，メソテリンを標的とした amatuximab などの
新規分子標的薬，さらには PD-1 を標的とした
pembrolizumab などのがん免疫療法薬なども臨床
試験が行われている．53-55）本研究では，in vitro に
おける細胞増殖抑制作用に着目して検討を行い，
cSBL 単独あるいは cSBL を用いた併用処理の有効
性が示されたが，他剤との相互作用を in vivo を含
めた実験系により精査することが今後の課題と考
えている．これらの知見をもとに，悪性中皮腫の
より効果的な治療法の開発につながることが期待
される．
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